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論 文 内 容 要 旨
遺 伝 性 筋 ジス トロ フ ィー症 の 成 因 解 明 とそ の 治 療 薬 開 発 へ の 必 要 性 は 高 くな って い る が,ヒ ト
を対 照 とす る臨 床 実験 に は さ ま ざ まな制 約 が伴 うの で,こ の 方 面 の研 究 は遅 々 と して 進 展 しな い。
1955年,ア メ リカのJackson硬 究所 で マ ウスに お い て も遺 伝 性筋 ジ ス トロ フ ィー症 が 発 見 され,
ヒ トのDuchenne型 遺 伝 性 筋 ジ ス トロ フ ィ ー症 と類似 して い る こ とが 明 らか に され て 以 来,マ ウ
ス を病 態 モ デ ル と して成 因解 明 の た め の研 究 が多 数 な され て きた。 しか し,そ の 成 因 は マ ウ ス に
お い て も依 然 と して不 明 で,治 療 薬 開発 へ の道 の りは遠 い 。
本 研 究 で は,遺 伝 性 筋 ジス トロフ ィー症 の治 療 薬 開発 に あ た って は,本 症 の成 因癬 明 が 先 決 で
あ る と考 え,遺 伝 性 筋 ジ ス トロ フ ィー症 マ ウ ス(dy一 マウ ス)に お け る筋 紡 錘 の形 態 的 な異 常 を
電 子 顕 微 鏡 に よ り明 らか に して 成 因 解 明 の 一 助 と した。
最 初 に,dy一 マ ウ スを 的 確 に識 別 す るた め の 方 法 を,次 に正 常 マ ウ スの 筋 紡 錘 の 微 細 形 態 を,
最 後 にdy一 マ ウ スの 筋 紡 錘 の 病 変 を解 明 した 。
1.遺 伝 性 筋 ジ ス トロ フ ィー 症 マ ウ スの 的確 な早 期 診 断 法
現 在,遺 伝 性 筋 ジ ス トロ フ ィー症 マ ウ スの 効率 的 な 生 産 方 式 の1つ と して,ま ずdy一 マ ウ ス
(dy/dy)の 卵 巣 奇 移 殖 レた 正 常 マ ウ ス(+/+)の 雌 と,そ の雌 と同 系 の 正 常 マ ウ ス の雄 と を
交配 させ,得 られ た ヘ テ ロ マ ウ ス(+/dy)同 士 を 再 び 交 配 してdy一 マウスを得 る と い う方 法 が
用 い られ て い る。 この よ うな交 配 か ら得 られ た仔 マ ウ ス に は,正 常,ヘ テ ロお よ びdy一 マ ウスが
混在 して い るの で,そ の 中 か らdy一 マ ウス だ け を 的確 に識 別 し実験 材 料 と して 供 した い.加 え て,
筋 ジス トロ フ ィー症 の 治療 薬 に 関す る研 究 に お い て,症 状 の軽 い時 期 に投 薬 す るた め に は,dy一
マ ウ ス で あ る こ とを早 期 か つ的 確 に診 断 す る必 要 が あ る。
そ こで:dy一 マ ウス が後 肢 を活 発 に動 か して急 速 に体 力 を 消耗 す る と,し ば しば足 関節 を伸ば
して後 肢 を ひ きず るこ と(誘 発 的 な後 肢 の ひ きず り)に 注 目 し,dy一 マ ウ ス の症 状 観 察 か ら得
られ た経 験 を も と に,"後 肢 の ひ きず りを誘 発 させ る方 法"を 考 案 した。 そ の方 法 は,⑤ 尾 の 先
端 を 持 って 垂 下 し,卓 上 へ 落 下 させ た 直 後 の マ ウ スの 歩 行 を 観 察 す る,⑥ リング付 ピ ンセ ッ トで
頸 背 部 の 皮 ふ を 捕 え て 背 位 に保 定 し,背 位 保 定 か ら解 放 され た 直 後 の マ ウ ス の歩 行 を 観 察 す る,
以 上2つ の 観 察 法 を 骨 子 と して い る。 本 法 に よ っ て誘 発 され た 後 肢 の ひ きず りはdy一 マ ウ ス に
固 有 の 現 象 で あ り,調 査 に供 され た マ ウ ス437個 体 の 中か ら76個 体 が14～23日 齢(平 均18.3
日齢)で 後 肢 の ひ きず りを 示 し,後 に例 外 な くdy一 マ ウ ス と診 断 で き た。 した が って,本 法 は
dy一 マ ウ スで あ るか 否 か を 早 期 か つ 的 確 に診 断 す る方 法 と して有 用 で あ る と考 え られ る。また,
本 法 に よ ってdy一 マ ウ ス に後 肢 の ひ きず りが 誘 発 され た 日齢 を 度 数 分 布 表 にす る と,そ の 表 は
投 薬 効 果 の 検 定 に利 用 で き そ うで あ る。 なお,観 察 に用 い た マ ウ スの う ち375個 体 は ヘ テ ロマ ウ
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ス と未 確 認 の マ ウス(C57BL/6J一+/?)と の組 合 せ55組 か ら..残 り62個 体 は 対 照 と して
用 い た正 常 マ ウ ス(C57BL/6J一+/+)で,兄 妹 交 配 によ る3組 か ら得 られ た 。
2.マ ウ ス錘 内 筋 線 維,特 にそ の 神 経 支 配 に関 す る電 子 顕微 鏡 的 研 究
マ ゥ ス筋 紡 錘 の微 細 形 態 に 関 して は 過 去 に詳 しい 報 告 が な い の で,dy一 マ ウスの筋 紡 錘 を 観 察
す る前 に,正 常 マ ウ スの 筋紡 錘,特 に錘 内筋 線 維 とそ の 神経 支 配 に つ いて の 形 態学 的 な 知 見 を 電
子 顕 微 鏡 に よ って 得 た 。
C57BL/6J系 マ ウ スの 長 指 伸 筋 を1%四 酸 化 オ ス ミウ ムで 単 固 定 し,エ タノール で脱 水 した
後,プ ロ ピ レ ンオキ サ イ ドを 経 てEpon812に 包 埋 した 。 切 片 は ガ ラ スナ イ フお よ びPorter-
BlumMT-1Ultramicrotomeを 用 い て 作 製 し,可 能 な 限 り連 続 に した 。な お,観 察 は 横 断
切 片 に つ い て行 った 。
2-1錘 内筋 線 維 に つ い て
マ ウ スの 筋紡 錘 は,通 常4本 の 錘 内筋 線維 を含 ん で い る。 これ らの錘 内筋 線維 は3型 に 区 別 さ
れ,4本 の う ち1本 はnuclearbagfiber(NB),2本 はnuclearchainfiber(NC),残
りの1本 はintermediatetype(IM)で あ る。IMは 赤道 節 に核 袋 を有 す るの で,核 を お もな
指 標 とす る従 来 の分 類 に従 え ば,NBに 含 包 さ れ るも の で あ る。3型 に 分類 した場 合,NBの 特
徴 は,筋 小 胞体 の発 達 が悪 く,筋 形 質 で 占 め られ る部 分 が少 な く,相 対 的 に筋 原 線 維 が 密 集 して
見 え る。 ミ トコ ン ド リア は小 さく,数 が少 な い 。NCは,筋 小 胞 体が よ く、発 達 して,筋 形 質 で 占
め られ る部 分 が多 く,し た が って 筋 原 線 維 の 分 布 は 疎 で,個 々の 筋 原 線 維 を見 分 け る こ とは 容易
で あ る。 ミ トコ ン ド リア は大 き く,数 も多 い。IMは,大 き な.ミ トコ ン ド リア を もつ 点 で はNC
に似 て お り,筋 原 線 維 の 分 布 が密 で あ る点 で はNBに 似 る。 ミ トコ ン ドリア の数 と筋 小 胞 体 の発
達 はNBとNCの 中 間 で あ る。 こ れ ら3型 の筋 線 維 の 構 造 に・は,部 位 に よ って多 少 の差 異 が あ る
の で,一 枚 の切 片 上 で3型 を 区別 す る こと は,必 ず しも容 易 で な い。 正 確 には,適 当 な間 隔 で得
られ た数 枚 の切 片 を 観 察 す る必 要 が あ る。
2-2運 動 神 経 支 配 に つ い て
運 動 終 板 は二 種 に分 類 され る。 一 つ はnucleatedsole-plateで,こ こ では神 経 終 末 を 受 け
る浅 い くぼ み が形 成 され,ま た深 さ0.3～0.5μ 吻 の二 次 シ ナ プ ス隙 が ま ば らに認 め られ る。nu-
cleatedsoleplateの 大 き さ は,筋 線 維 長 軸 に そ って10～40μ 配 で あ る。 他 の一 つ はsole-
pIateも,そ の 直下 の筋 細 胞 核 もみ られな い終 板 で,こ れは 終 末 を 受 け る くぼ みや し 二次 シナプ
ス隙 を ほ とん ど も って い な い。 大 き さ は10μ 呪 以 下 で あ る。 前 者 はBarker(1966,1967)の
P2-plateendingsに,後 者 はtrailendingsに 対 応 す る終 板 で あ る と考 え られ る。
NBとNCに はP2-plateendingsがr側 の極 節 に そ れ ぞ れ一 個 だ け認 め られ,trailen-
dingsは 観 察 され な い 。P2-plateendingsが 形 成 さ れ る位 置 は,知 覚 神 経 終 末 が どの錘 内筋
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線維 に もみ られ な くな って か ら約50μ 〃;極節 側 へ 入 った と こ うで あ る。 まれ に,一 個 の 神 経 終 末
がNBとNCの2本 の筋 線維 と シナ プ スを つ く る こ とが あ る。IMに はP2-plateendingsお よ
びtrailendingsの 双 方 が 形成 され,終 末 の 数 は,一 側 に つ きあ わ せ て3～9個 を数え る。 そ の
分 布 範 囲 は赤 道 節 隣接 部 か ら極 節 末 端 部 ま で約200μ 配 の間 に わ た って い る。 一 側 の極 節 に は,
通 常2本 の運 動 神 経 線維 が分 布 して い る。NBとNCは そ の うち1本 と神 経 筋 接 合 を つ く るだ け
で あ るが,IMは2本 の線 維 の支 配 を 受 け て い る。 こ の こ とは,IMがNBお よ びNCと は 異な る
機 能 を担 う ことを 示 唆 して い る。IMに い た る神 経 線維 の枝 の な か に,P2-plateendingsだ
けを つ くる もの と,さ らに分 枝 して,P2-plateendingとtrailendingsの 両 者 をつ く るも の
とが あ る。
2-3知 覚 神 経 支 配 にっ い て
マ ウ ス筋 紡 錘(4本 の錘 内筋 線 維 を 含 む もの)へ 達 す る知 覚 神 経 線 維 は2本 ま た は3本 で あ る。
筋紡 錘 へ 達 す る知 覚 神 経 線維 が2本 の場 合 は,知 覚 神 経 線 維 を2種 に分 類 で き る。 一 つ は錘 内筋
線維 の う ちnuclearbagfiver(NB)お よびintermediatetype(IM)の 両 者 へ 終 末 を 与 え,
nuclearchainfiver(NC)へ は 終 末 を 与 え な い もの で,他 の 一 つ は 主 にNC,時 にNBへ 終
末 を 与 え,IMへ は 終 末 を 与 え な い もの で あ る 。 後 者 は 分枝 の 回 数 も多 く,crosssensory
innervationを 形成 す る頻 度 も高 い の で,前 者 よ り も複 雑 な 終末 を形 成 す る。 前 者 は2本 の 有
髄 線 維 に 分枝 し,再 分 枝 しな い。 分 岐 点 か らIMへ の神 経 線 維 の 長 さ は,NBへ の そ れ ㊥1.5～4
倍 で常 に 長 い の で,NBの 伸 展 が求 心 牲 イ ンパ ル ス の初 期発 生 に 関 与 す る と考 え られ る。 前者 の
終 末 はNBお よ びIMの 核 袋 部 に形 成 され る の でprimarysensoryendlngに 相 当 す る と思 わ
れ る 。
後 者 は,前 者 同様2本 に分 枝 す る が,一 方 は再 分 枝 しな い有 髄 線 維 で,2本 のNCの う ちの1
本 へ,他 方 は再 分 枝 しつつ2本 のNCへ そ れぞ れ 終 末 を 与 え,時 にNBへ も終 末 を与 え る。後 者
の 終 末 は,そ の 主 要 部 がNCに あ る こ とか らsecondarysensoryendingに 相 当す ると思 われ る。
主 にNC,時 にNBを 支 配 す る知 覚 神 経 線 維 がIMへ 終 末 を 形 成 しな い の で,IMの みを支 配 す
る運 動 神 経 線 維 はdynamicfusimotorfiverに 相 当す る と思 わ れ る。 これ に対 しNB,IM,
お よ びNCの いず れ を も支 配 す る運 動 神 経 線 維 はstaticfusimotornervefiverに 相 当 し,
NBお よびIMの 両 者 を 支 配 す る知 覚 神 経 線 維 と,主 にNC,時 にNBを 支 配 す る知 覚 神 経 線 維 の
両 者 の 求 心 性 イ ンパ ル ス発 射 に 影 響 を 及 ぼ す と考 え られ る。
3.遺 伝 性 筋 ジ ス トロ フ ィー症 マ ウス 筋紡 錘 に お け る 神 経 終 末 お よ び 錘 内 筋 線 維 の 異 常
遺 伝 性 筋 ジ ス トロフ ィー症 に お い て,運 動 神 経 終 末 や 脊 髄 の 前 根 ・後 根 に お け る有 髄 神 経 線 維
の 異 常 が 数 多 く指 摘 され て い るに もか か わ らず,運 動 ・知 覚 両 神 経 支 配 を 受 け,深 部 感 覚 器 官 と
して 骨 格 筋 組 織 の 機 能 に重 要 な 役 割 を 担 って い る筋 紡 錘 に関 して は,あ ま り関 心 が向 け られ て い
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な い 。 そ こで,遺 伝 性 筋 ジ ス トロフ ィー症 の成 因 に 関 し最 大 の争 点 と な って い る問 題 娩筋 原 性 で
あ るか,あ るい は神 経 原 性 で あ る・か"に つ い て 知 見 を 得 るた め,特 に 運 動 お よ び知 覚 神 経 終 末 が
形 成 され る筋 紡 錘 の 極 節 近 位 部 お よび 赤 道 節 を 中心 に 電 子 顕 微鏡 的 に 観 察 した 。
11週 齢dy一 マ ウ スの 長 指 伸 筋 を 用 い,組 織 の 固 定,脱 水,包 埋 お よ び 電 子 染 色 は 正 常 マ ウ ス.
の 場 合 と全 く同 じと した 。 連 続 切 片 作 製 には ダ イ ヤ モ ン ドナ イ フお よ びPortor-BlumeMT-
2Ultramicrotomeを 用 い た 。
11週 齢 のdy一 マ ウ スに お い て,以 下 の よ うな 筋紡 錘 の 形態 的 異 常 が 認 め られ る。 運 動 神 経 終
末 では 、 シナ プ ス小 胞 が シナ プ ス隙 に み られ,ミ トコ ン ドリア が 終 末 週辺 に 散在 す る こ とか ら,
終 末 で の 神 経 細 胞 膜 の破 損 が 示 唆 され る。 シナ プ ス隙 に は 不連 続 な外 板 が 認 め られ,外 板 の 欠 損
部 が 目立 つ 。知 覚 神 経 終 末 内 で は 神経 細 糸 の増 加 が,ま た終 末 付 近 の知 覚 神 経 線 維 で は 軸索 の 変
性 が み られ る。
極 節 近 位 部 で,錘 内筋 線 維 の筋 細 管 系 に軽 度 の膨 大 や 通 常 よ り大 き な ミ トコ ン ドリア が み られ
るが,赤 道 節 で は錘 内筋 線 維 の 細 胞 内小 器 官 に特 記 す べ き形 態 的 異 常 が認 め られ な い。 ま た,観
ラ
察 に用 い たdy一 マ ウ ス の筋 紡 錘10個 中8個 で,錘 内筋 線 維 は4本 み られ る もの の,nuclear
bagfiber(NB)とintermediatetype(IM)と の 識 別 は 困 難 で あ った。 こ の8個 の 筋 紡 錘
の う ち2個 で,通 常 よ り直 径 の小 さ い錘 内筋 線 維 が1～2本 み られ た。 残 る筋 紡 錘2個 で は錘 内 ド
筋 線維 が3本 しか み られ なか っ左 。 これ らの 所 見 は,dy一 マウスの筋 紡 錘 に お け る神 経 異 常,特
に知 覚 神 経 異 常 を 示 唆 して い る 。
ピ
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審 査 結 果 の 要 旨
本 論 文 は遺 伝 性 筋 ジス トロ フ ィー マ ウ スの 成 因 に関 して,筋 原 性 か,神 経 原 性 か問 題 に な って
い るが,こ の 点 を解 明 す る 目的 で 電子 顕 微 鏡 を も ちい て 形 態 学 的 変 状 を 観 察 し,検 討 を 加 え た も
の で あ る。
内容 は 次 の4編 よ りな って い る。
1.遺 伝 性 筋 ジス トロフ ィー症 マ ウ ス の早 期 診 断 法
筋 ジス トロ フ ィー マ ウ スの生 産 は遺 伝 的 ヘ テ ロマ ウス(+/dy)の 交 配 に よ って 得 られ る。 そ







発症 したマウスにおいては筋紡錘の形態的異常が認め られ,運 動神経終末ではシナップス小胞
に間隙がみ られ,ミ トコンドリアが終末周辺に散在するなど神経細胞膜の破損が示唆された。ま
た外板の欠損部が目立った。さらに知覚神経終末では神経細糸が増加 し,軸 索の変性がみ られる
などの異常があった。
dy一 マウスにおいては運動神経のみな らず,知 覚神経もまた異常が存在することが認められた。
以上,遺 伝性筋ジス トロフィーマウスの電子顕微鏡的所見を観察 したもので,有 意義な知見を
得ている。学位論文に価いするものと認める。
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